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The marine bacterium Vibrio alginolyticus has dual flagellar systems each driven by a cation-coupled 
rotary motor: polar (Pof) and lateral (Laf). Rotation of these motors are controlled by binding of the 
phosphorylated form of the response regulator CheY (CheY-P). Upon binding of CheY-P, the Pof motor 
switches its rotational direction from counterclockwise (CCW) to clockwise (CW), whereas the Laf motor 
slows down. However, the mechanisms of rotational control are only poorly understood. Previous study 
suggested that Laf motor slows down stepwise by binding of CheY-P. In this study, I aimed at applying bead 
assay to measure rotation speed of the Laf motor. I examined the expression level of LafA flagellin and 
characterized the previously constructed sticky mutant of LafA. I found that the lafA gene is expressed 
efficiently from the 28L dependent native promotor. However, the LafA mutant was not incorporated into 
the Laf and therefore did not enhance its attachment to glass surface. While trying to construct true LafA-
sticky, I carried out bead assay using anti-Laf serum to detect the rotation of the Laf motor, the speed of 
which was fluctuated substantially presumably due to association/dissociation of CheY-P to the motor. 
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１． 緒言 
細菌べん毛の根元には，細胞表層を貫通する蛋白質複合
体である回転モーターが存在する．海洋細菌 Vibrio 
alginolyticus は，環境に応じて極べん毛 Pof と側べん毛 Laf
という 2 種類のべん毛を使い分けて，走化性を示す[1]．外
環境からの刺激によるこれら2種類のべん毛のモーターの
制御は，単一の走化性シグナル伝達系（Che システム）に
よって行われる．直接のモーター回転制御因子はリン酸化 
CheY (CheY-P) であり，これが結合すると Pof モーターは
大腸菌と同様に回転方向が反時計回り CCW から時計回り
CW に切り替わる．一方，Laf モーターは，CCW にしか回
転せず，CheY-P によって速度が低下する [2]（図１）．当
研究室の解析により，CheY 発現の上昇により段階的に起
こることを示唆する予備的結果が得られている [3]．そこ
で，本研究では，この段階的速度変化を詳細に解析できる
系の構築を目的とした．すでに当研究室では，べん毛繊維
構成タンパク質フラジェリン (LafA)の中央領域(142-199
残基)を欠失させた変異LafA (LafA-sticky)を構築している．
LafA-sticky を発現させた V. alginolyticus 株 (Pof− Laf+) に， 
IPTG により cheY 発現を調節可能なプラスミドを移入し
て，べん毛をカバーガラス表面に付着させ，モーターの回
転を菌体の回転として検出するテザードセルアッセイが
行われた．しかし，テザードセル調製効率は低く，速度変
化検出の精度も低かったため，本研究では，べん毛繊維に
微小ビーズを付着してより高速度のモーター回転を検出
できるビーズアッセイによる計測を試みた． 
 
 
図 1 CheY-Pによるモーター回転方向／速度制御 
 
２． 実験方法 
菌を VPG 培地で培養後，shearing を行った．その後洗浄
し，顕微鏡で観察を行った．また，LafA タンパク質は，抗
LafA 抗体を用いたウェスタンブロッティング法により検
出した．加えて，サンプル調製の際にボルテックスミキサ
ーで 3 分間 shearing を行い，細胞画分とべん毛画分のサン
プルを作製した．ビーズアッセイは，抗 Laf 抗体を用いて
べん毛繊維にポリスチレンビーズを付着させて行った． 
 
３． 実験結果と考察 
ビーズアッセイでは，べん毛の数を減らし，べん毛の長
さをビーズアッセイに適した長さにする必要がある．その
ために shearing の条件検討を行った．しかし，回転するビ
ーズを検出することができなかった．そこで，ビーズの付
着効率の上昇を試みた．これまで用いられていた菌は野生
型 LafA と LafA-sticky の両方を発現しており，野生株に比
べて Laf繊維のガラスへの付着効率はほとんど上昇してい
ない．そこで，lafA を欠失し，LafA-sticky のみを Laf 繊維
に組み込むことで付着効率の上昇を試みた．LafA および
LafA-sticky の発現量を調べた結果，先行研究で作製された
プラスミドからの LafA 発現量は非常に少なかった．LafA
発現量を上げるため，プラスミドの改良を行った．これま
では lac プロモーターを用いて発現させていたが，新たに
lafA コーディング領域の上流，下流またはその両方を組み
込んだものをそれぞれ作製した．LafA の量を比較すると
上流領域のみを組み込んだものが，最も高かった （図 2）．
これは上流領域に含まれる28L依存的プロモーターから効
率よい転写が行われたためと考えられた． 
改良した LafA 発現プラスミドを基に，中央領域 (142-199
残基)を欠失させ，新たに LafA-sticky 発現プラスミドを作
製した．このプラスミドを lafA 欠失株に移入してビーズア
ッセイを行った．しかし，回転するビーズは観察されず，
べん毛画分に LafA-sticky が検出されなかったことから，
Laf 繊維に組み込まれていないと結論された （図 3）．し
たがって，LafA の中央領域 (142-199 残基)を欠失させても
sticky にはならず，先行研究でテザードセルができたのは
LafA がもつ本来の付着能によると推測された．そこで，
LafA-sticky を新たにデザインし，構築を行っている． 
  
図 2  lafA上流領域による発現量の上昇 
図 3 べん毛画分における LafA-stickyの検出 
 
 並行して，抗 Laf 抗体を用いて野生型 Laf 繊維にビーズ
を付着させた．再度条件検討を行った結果，回転するビー
ズを検出できた （図 4）．大腸菌べん毛モーターでは両方
向の回転が検出されたが，Laf モーターで検出された回転
方向は CCW のみであり，モーター回転を正しく反映して
いると判断した．また，平均回転速度は，テザードセルア
ッセイで測定された速度に比べ約 20 倍近かったが，大腸
菌モーターの値（約 60 Hz）の 3 分の 1 程度であった．こ
れが Lafモーター本来の性質かどうかについては今後検討
する必要がある．さらに，大腸菌べん毛モーターが回転方
向に関わらず安定した速度で回転したのに対し，Laf モー
ターの回転速度は大きくゆらいでいた．このゆらぎは，
CheY-P の結合・解離によると推測された． 
 
図 4 大腸菌べん毛および Laf回転速度の経時変化 
 
４．結言 
 lafAを効率よく転写するには上流領域に含まれる28L依
存的プロモーターが有効で，下流領域は逆に抑制的に働く
ことが示された．一方，先行研究の lafA 欠失変異体は，実
際には sticky の性質を示さなかった．そこで，真の LafA-
sticky の構築を試みている．並行して，抗 Laf 抗体を用い
たビーズアッセイの条件を検討し，Laf モーターの回転計
測に成功した．LafA-sticky の利用を含め，実験系の改良が
望まれるが，今後詳細な解析を行うことで，CheY-P によ
る速度制御について重要な知見が得られると期待される． 
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